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Neste trabalho avaliou-se técnica e economicamente um maior aproveitamento da 
lactose proveniente do soro de leite das indústrias de laticínios da região oeste do 
Paraná para desenvolver um produto que venha suprir, ao menos em parte, a 
necessidade de uma fonte renovável de biocombustíveis, o etanol. Para cada litro de 
soro são desperdiçados cerca de 50 g de lactose e 10 g de proteína, além de 0,5 a 
0,7% de sais minerais com elevado valor nutricional e funcional, criando condições 
para poder pensar-se num processo de valorização do soro com simultânea redução 
da carga poluente e aumento da diversidade de oportunidades para agregar valor e 
aproveitamento dos resíduos de pequenos e médios laticínios. Muitos produtores se 
interessam pela questão do álcool a partir desta fonte para abastecer a sua frota e 
reduzir a logística de transporte, no entanto dependem de um custo, equiparando-se 
com o preço pago atualmente para outras empresas que aproveitam o soro. 
Pensando nesta realidade, desenvolveram-se testes experimentais com rotas 
econômicas para a produção de etanol a partir de processos fermentativos. Avaliou-
se pré-tratamento químico para hidrólise da lactose e fermentação convencional e 
processo com leveduras que fermentam diretamente a lactose nas mesmas 
condições operacionais e nutricionais de fontes de micronutrientes e extratos 
proteicos. Primeiramente, avaliou-se para diferentes rotas a conversão da lactose 
em etanol. Posteriormente, com a definição de uma rota adequada monitorou-se o 
comportamento celular associado ao consumo de substrato e formação de produtos. 
Observou-se que é possível altas conversões de substrato e melhoria na 
produtividade do processo de produção de etanol. A melhor opção foi pela rota que 
utiliza levedura e co-culturas de leveduras com a capacidade de realizar diretamente 
a assimilação de lactose e formação de etanol em uma única etapa, ao invés de pré- 
tratamento químico, o qual não trouxe vantagens significativas. Do ponto de vista 
econômico, partindo-se do soro in natura, seria possível obter um retorno de R$ 
1.560,00 por mês para uma capacidade de processamento de 17.000 litros por 
semana, o que mostra uma agregação de valor no caso da opção do etanol. 
 
 







Nas indústrias de laticínios, entre os principais efluentes encontra-se o soro 
provindo da produção de queijos. Soro é o nome dado ao líquido remanescente das 
etapas de precipitação e remoção da caseína do leite, durante a fabricação do 
queijo. As indústrias de laticínios o produzem diariamente em grandes quantidades. 
Para 1 kg de queijo produzido gera-se, em média, 9 kg de soro. Na região oeste do 
Paraná, segundo nossas pesquisas nos laticínios da região, estão em 
funcionamento 15 indústrias de laticínios de pequeno e médio porte que produzem 
cada uma, em média, de 30 a 50 mil litros de soro por dia, perfazendo um total de 
600 a 800 mil litros dia, estas empresas geralmente vendem o soro por 0,03 R$ L-1 
para o processamento do soro em pó. Por se tratar de um subproduto de baixo valor 
econômico, antigamente o soro era simplesmente lançado nos cursos d’água sem 
nenhum tratamento prévio. A produção de queijo é deste modo, responsável pela 
geração de grandes quantidades de efluentes, tornando-se um grave problema 
ambiental devido à sua elevada carga orgânica de difícil biodegradabilidade. Sua 
alta Demanda Química de Oxigênio (DQO) dificulta significativamente a eficiência de 
qualquer tratamento de efluente. Portanto há uma necessidade do estudar 
alternativas de utilização da lactose presente no soro de queijo. 
Um dos caminhos mais promissores é utilizar a lactose do soro como fonte de 
carbono para a produção de ácidos orgânicos por fermentação. A lactose não é 
usada diretamente nos processos fermentativos convencionais que empregam 
Saccharomyces cerevisiae. 
Apesar de a levedura Saccharomyces cerevisiae fermentar uma grande 
variedade de açúcares, não é capaz de metabolizar a lactose, devido à ausência da 
enzima -galactosidase (que hidrolisa este açúcar em glucose e galactose) e da 
permease da lactose, que permite a entrada da lactose para o interior das células. 
Isto só seria possível indiretamente através da glicose e da galactose produzidas 
pela hidrólise de sua molécula através da β-D-galactosidase (obtida comercialmente) 
ou da hidrólise ácida a alta temperatura, geralmente a 150o C e curto tempo. 
Outro aspecto em que os processos de fermentação da lactose são passíveis 
de melhoramento não se prende com o processo prévio enzimático ou ácido em si, 




O microrganismo mais utilizado é a levedura do gênero Kluyveromyces, que 
fermenta naturalmente este açúcar apresentando, no entanto, problemas de inibição 
por etanol. Apesar da possibilidade de utilizar uma rota mais simples, o problema 
maior reflete em altos volumes com baixa concentração de etanol. 
A avaliação de alternativas para a produção de etanol por fermentação, se 
por rota prévia química, enzimática ou unicamente por levedura Kluyveromyces 
depende ainda das condições operacionais de temperatura, pH e suprimentos 
nutricionais para acelerar a fermentação. 
O objetivo deste trabalho foi desenvolver estudos técnicos e econômicos para 
maior aproveitamento da lactose proveniente do soro de leite das indústrias de 
laticínios da região oeste do Paraná para elaboração de um produto que venha 
suprir, ao menos em parte, a necessidade de uma fonte renovável de 
biocombustíveis, o etanol. Quanto à matéria prima, utilizou-se soro em pó cedido 
pela Sooro de Marechal Cândido Rondon, com alta concentração de lactose e soro 
líquido cedido pelo Laticínio La Salle de Palotina - PR. Para ambas as matérias 
primas, procurou-se avaliar rotas envolvendo tratamento ácido a alta temperatura 
com correção do meio e posterior fermentação com S. cervisiae, Kluyveromyces 
marxianus e co-culturas dos dois microrganismos. Apesar de apresentarem reações 
lentas e produtividade moderada, a opção pelo processo envolvendo co-culturas de 
Kluyveromyces e S. cervisiae mostrou-se mais eficiente, obtendo-se concentrações 





2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
2.1 SORO: DEFINIÇÕES E CARACTERÍSTICAS 
Em decorrência dos problemas enfrentados pelas indústrias para efetuarem o 
tratamento do soro como resíduo industrial, adequando-o às exigências dos órgãos 
de inspeção e saúde pública, começaram na década de 60 os testes de 
aproveitamento para o soro de queijo (KOSIKOWSKI, 1967; NELSON; BROWN, 
1969). O soro de queijo pode ser definido como a parte líquida do leite, após a 
precipitação da caseína, seja para fabricação desta, seja na confecção de queijos. O 
soro engloba aproximadamente metade dos sólidos contidos no leite, dos quais a 
lactose é o constituinte presente em maior quantidade (RAMOS, 1985). 
Nas Tabelas 1 e 2 observa-se as composições do leite e extrato seco do soro, 
além de outros componentes importantes. 
TABELA 1 - Composição média do leite bovino 
Componentes Composição (%) 
Água 86 






Fonte: (BOBBIO; ORSATTI, 1992) 
TABELA 2 - Principais componentes do extrato seco do soro de queijo in natura 
Componentes Composição (%) 
Lactose 70 a 80 
Compostos nitrogenados 10 a 14 
Sais minerais 1,5 a 4 
Lipídeos 0,05 a 0,6 




Aproximadamente 50% de produção mundial de soro de queijo passa por 
algum tratamento e é transformado em vários produtos  alimentícios, sendo que 45% 
deste total é utilizado diretamente na sua forma líquida, 30% na forma de soro de 
queijo pulverizado, 15% como lactose e subprodutos delactosados e o restante 
como queijo (MARWAHA; KENNEDY, 1988). 
Dentre os subprodutos da indústria de laticínios, o soro é que se encontra em 
maior quantidade, tanto em volume gerado, como pela carga poluidora, podendo 
causar graves problemas ambientais se lançado na natureza. Quase todo o volume 
do leite se transforma em soro de queijo que contém metade do extrato seco, 
representado por lactose, proteínas solúveis e sais (PAULUCCI, 1991). 
O soro jogado diretamente no solo causa problemas ambientais, pois 
compromete a estrutura físico-química do solo e diminui o rendimento das colheitas 
(PONSANO et al., 1992). Possui alta DBO, variando de 30.000 a 50.000 mg L-1 
(MAWSON, 1994). Embora várias possibilidades de utilização tenham sido 
pesquisadas nos últimos 50 anos, até o ano de 1995, a metade do soro produzido 
em todo o mundo ainda era descartado como um efluente (SISO, 1996). 
Segundo ATHANASIADIS et al., 2004, o soro de leite contém em média de 
4,8 a 5,3% de lactose, possuindo uma elevada carga orgânica de 40-70 g L-1 
representando um importante problema ambiental. Cerca de 9 kg de soro de leite 
são gerados durante a produção de 1 kg de queijo, totalizando mais de 160 milhões 
de toneladas de soro de leite produzidos no mundo a cada ano (GUIMARÃES et al., 
2010).  
O Brasil é o sétimo maior produtor de queijos do mundo com uma produção 
total em 2005 de 480 mil toneladas, gerando aproximadamente 4,3 milhões de 
toneladas de soro de queijo (USDA, 2006). 
Na região oeste do Paraná estima-se que sejam produzidos 1,0 milhão de 
litros por dia dos quais 10% são destinados à alimentação animal e 90% são 
vendidos para empresas. 
O soro de queijo torna-se um grande problema se descartado no meio 
ambiente, devido sua alta carga poluidora, possui elevada DBO, em torno de 30-60 
kg m-3 e é constituído principalmente de alta concentração de lactose, em torno de 4 




O soro de leite jogado diretamente no solo, causa problemas ambientais, pois 
compromete a estrutura físico química do solo e diminui o rendimento das colheitas 
(PONSANO et al., 1992). 
A lactose está presente no leite e no soro, em média 5% no estado molecular 
em solução verdadeira, com partículas de diâmetros inferiores a 1 nm. É formada 
por dois monossacarídeos, uma molécula de D-glicose e uma de molécula de β-D-
galactose. O grupo no carbono anomérico da porção glicose não está envolvido na 
ligação glicosídica, ficando livre para reagir com agentes oxidantes, sendo assim a 
lactose é considerada um açúcar redutor (BECKER, 2009). 
2.2 FERMENTAÇÃO ALCOÓLICA DO SORO 
Quanto à fermentação do soro de leite para fins de produção de etanol, 
trabalhos tem sido relatados a partir de meados da década de 70, estimulados pela 
crescente necessidade mundial de energia, além de representar uma forma simples 
de tratamento e disposição de grandes quantidades de soro de leite produzido pelos 
laticínios (KOSIKOWSKI, 1979). 
Com os crescentes preços dos combustíveis automotores, tem-se chamado a 
atenção para a possibilidade de produzir etanol a partir de outras fontes renováveis. 
Neste contexto, o soro de queijo vem surgindo como uma alternativa viável na 
produção de etanol (DEMOTT et. al., 1981; CHEN; ZALL, 1981). 
A hidrólise da lactose já é estudada a longo tempo, na produção de alimentos 
ou como substrato para fermentação alcoólica para produção de etanol (GEKAS; 
LOPES-LEIVA, 1985). Inicialmente, foi como rota ácida-fermentativa a ser explorada 
e neste caso, severas condições de pH e temperatura faziam a conversão de 80% 
de hidrólise em 3 min., à temperatura de 150º C e pH igual a 1 ou 2 (GEKAS, 1985). 
Em outro trabalho, sugere-se como alternativa mais viável o método enzimático, 
utilizando a enzima β-galactosidase (GEKAS; LOPEZ-LEIVA, 1985; MAHONEY, 
1997). 
Na fermentação, a escolha do microrganismo a ser usado na produção de 
etanol depende do processo empregado, do substrato em questão e dos objetivos a 
serem alcançados, é desejável que as leveduras produtoras de álcool apresentem 




fornecimento de alta taxa de fermentação e alto rendimento do produto (MENESES, 
1980; JONES et al., 1983; KOSARIC et al., 1983).  
No trabalho de Vinhal (2001), aspectos físico-químicos importantes para a 
fermentação a partir da hidrólise da lactose envolvendo modificações físicas e 
químicas são levantados pelo autor, Quadro 1. 
QUADRO 1: Propriedades comparativas da lactose e da lactose 90% hidrolisada 
Fonte: VINHAL, 2002 
Trabalhos recentes na produção de etanol têm utilizado rotas enzimáticas-
fermentativas. Em Andrade (2005,p.35) experimentos foram realizados empregando 
fermentação simultânea à hidrólise enzimática, variando as quantidades de soro de 
queijo, quantidade de nutrientes (na forma de extrato de levedura e sulfato de 
amônio), quantidade de enzima, quantidade de inóculo e agitação. As condições de 
temperatura e pH para todos os ensaios foram afixadas em 30º C e 4,5. 
Atualmente esforços estão sendo direcionados em rotas que utilizam 
leveduras capazes de hidrolisar a lactose e fermentar simultaneamente. Em trabalho 
recente de DRAGONE, et al., (2009), o presente estudo visou a produção e 
caracterização da produção de etanol através da fermentação descontínua do soro 
de queijo e posterior destilação do produto fermentado. Os ensaios fermentativos 
foram conduzidos a 35° C e 150 rpm por 92 h, em um biorreator de 7 litros (volume 





Solubilidade g/100 ml a 25º C 17 55 TALLEY; HUNGER (1952) 
Viscosidade cP de solução a 50% 
a 25º C 
17 105 HEMME et al., 1979 
Fermentabilidade Limitada Boa - 
Taxa relativa de escurecimento 1 3,4 POMERANZ et al.1962 
Doçura relativa à solução de 
sacarose 
30-40 65-90 
GUYE; EDMONSON (1978); 
AMERINE et al. 
Propriedades umectantes - 
Comparável à 
sacarose 




No caso acima, a fermentação da solução de soro de queijo em pó com uma 
alta concentração inicial de lactose (200 g L–1) permitiu obter um fermentado 
alcoólico com um teor de etanol de 9,6% v/v, após 92 h (Figura 1). 
FIGURA 1. Variação das concentrações de lactose, etanol e biomassa durante a 
fermentação da solução de soro de queijo em pó pela levedura Kluyveromyces 
fragilis a 35° C e 150 rpm.  
 
Fonte: DRAGONE, et al., (2009) 
Alguns autores têm relatado que a utilização de soro de queijo em pó em vez 
do soro de queijo bruto (sem tratamento) proporciona uma fonte concentrada de 
lactose e de outros nutrientes que permitem um processo mais econômico para a 
produção de etanol (OZMIHCI; KARGI, 2007b; c).  
Segundo esses autores, os custos da destilação podem ser reduzidos 
mediante a fermentação de soluções concentradas de soro de queijo em pó (até 200 
g L–1 de lactose) que possibilitam teoricamente alcançar elevadas concentrações de 
etanol (10-12% v/v).  
De acordo com OZMIHCI; KARGI (2007a), o custo de produção do soro de 
queijo em pó a partir do soro de queijo pela secagem por pulverização ou em tambor 
varia entre U$S 0,20 e 0,40 kg-1 de soro, o que permite compensar os custos da 





3. MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 DESCRIÇÃO DA ROTA ENVOLVENDO HIDRÓLISE E FERMENTAÇÃO 
O fluxograma da Figura 2 mostra o procedimento realizado desde o preparo 
da matéria prima até o produto final, passando pelo processo de fermentação e 
monitoramento das variáveis de interesse, bem como o cálculo dos fatores de 
rendimento. Inicialmente o soro líquido recém adquirido e conservado à baixa 
temperatura em geladeira, é concentrado a 50%, filtrado e caracterizado para 
determinar o teor de lactose (principal fonte de carbono do processo), 
posteriormente para realização da hidrólise ácida, o pH é levado a 2 com HCl 
concentrado hidrolisado e submetido a 150o C por 4 min em tubos de ensaio no 
bloco digestor com controle de temperatura. Em seguida, após resfriamento, 
neutraliza-se com hidróxido de sódio e faz-se a correção do meio com nutrientes e 
extrato de levedura. Novamente o pH é corrigido para 4,5 com ácido sulfúrico P.A. e 
a temperatura é ajustada a 30o C. O volume de fermentação é corrigido para 200 ml 
com água destilada e adicionado em erlenmeyer. Determinados experimentos não 
eram agitados com frequência e observou-se períodos de reações lentas, devido ao 
acúmulo de CO2 e limitações de transferência de massa. Posteriormente, optou-se 
por submeter a agitação em banho-maria, agitador do tipo Doubnoff a uma 
frequência  de 100 rpm visando a retirada do CO2 e permitir maior aeração visando o 
crescimento celular, o que trouxe maior velocidade de reação e tempos mais curtos 
de fermentação. Nos processo agitados, fermentação ocorreu por tempo suficiente 
para conversão dos açúcares, até baixa concentração final constante. Durante o 
processo, monitorou-se a biomassa, liberação de dióxido de carbono, Brix e 
açúcares redutores. Com os valores da biomassa e variação da concentração de 
açúcares redutores obteve-se o fator de rendimento em relação ao substrato. No 
caso do etanol, após a fermentação, o volume total de fermentado foi medido e 
destilado. Destilou-se a amostra em um microdestilador Kjedal modificado, obtendo-
se um volume de destilado, no qual foi medido o teor e a massa de álcool, 
possibilitando, através de cálculos, avaliar-se a concentração de etanol no 






FIGURA 2. Fluxograma do processo envolvendo hidrólise química e fermentação 
 






















[P em g. L-1]     






3.2 MATÉRIA PRIMA 
O soro de leite in natura e em pó foram disponibilizados por empresas da 
região oeste do Paraná. Os experimentos e caracterizações das matérias primas 
foram executados nos laboratórios do bloco de química e multidisciplinar da 
Universidade Federal do Paraná, Setor Palotina. Inicialmente, procedeu-se à 
determinação da concentração inicial de lactose do soro visando o 
acompanhamento da conversão de massa ao longo do tempo. Para determinação 
da concentração da lactose e estimativa da concentração inicial de substrato 
procedeu-se ao ajuste da curva de calibração pelo método dos mínimos quadrados 
de um modelo linear envolvendo absorbância e concentração de lactose P.A. O 
método utilizado para obtenção da curva de calibração envolveu o preparo de uma 
solução padrão de 5 g L-1 e sucessivas diluições, seguindo-se o procedimento para 
determinação de açúcares redutores através do método espectrofotométrico com 
reagente DNS (MILLER, 1959). A Equação (01) foi obtida das leituras a 540 nm com 
espectrofotômetro Edutec EEQ 9023. 
 (01) 
A Equação (01) foi validada para amostras comerciais de leite e soro de 
queijo. Foram analisadas amostras de soro após tratamento térmico por 
autoclavagem, centrifugação e filtração, para fatores de diluição de 20 vezes. As 
concentrações foram medidas em termos de açúcares redutores (AR). 
Obteve-se os teores de lactose calculados próximos aos reais observados na 
faixa de 4 a 5% para ambos os casos, Tabela 3 
TABELA 3: Validação do modelo para estimativas de concentração de soro em pó e 
soro líquido pelo método DNS ( MULLER, 1959). 
Lactose(g L-1) ABS fd Literatura (g L-1) Produto 
53,80804 1,012 20 40-50 leite 
50,88369 0,957 20 40-50 soro 
3.3 PREPARO DO INÓCULO 
Amostras de levedura comercial de S. cerevisiae em pó foram conservadas 




CCT 4086 cedida pelo curso de engenharia química da Unioeste-Campus Toledo foi 
repicada (Figura 3), em placas de petri com ágar BDA e mantida em estufa de 
crescimento biológico a temperatura a 28o C. 
FIGURA 3: Preparo do inóculo envolvendo propagação para tubos de ensaio de 
Kluyveromyces .marxianus CCT 4086 a partir de placas com ágar BDA 
 
Fonte: Elaboração do autor, 2013 
Posteriormente preparou-se vários tubos de ensaio com solução de lactose 
P.A. e condições corrigidas com fontes de nitrogênio, fósforo, proteínas e sais 
minerais. Os tubos foram autoclavados e posteriormente levados para inoculação 
em bancada sob condições assépticas empregando alça de platina e bico de 
bunsen. Mediu-se a densidade ótica inicial e incubou-se em estufa a 30ºC para 
posterior utilização. Fez-se verificações diárias a absorbância a 660 nm. A inicial foi 
de 0,3 e após 48 horas chegou à máxima de 1,6 nm. Tentativas de aumento da 
concentração foram feitas adicionando mais lactose P.A. 
Procedeu-se a leitura em câmera de Neubauer da amostra diluída, 






3.4 MÉTODOS DE DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO CELULAR 
A quantificação da concentração celular em um meio de cultura é essencial 
para a determinação da cinética e estequiometria do crescimento da biomassa. Os 
métodos podem ser classificados em duas categorias: diretos e indiretos. Em muitos 
casos os métodos diretos não são possíveis devido à presença de sólidos 
suspensos ou outros compostos interferentes no meio. Massa celular é preferível 
determinar ao invés de número de células, mas a combinação de ambas as medidas 
é desejável, (STREMEL, 2013, p.49). 
3.4.1 Contagem em câmara 
O número de células pode ser determinado através da contagem ao 
microscópio, utilizando-se uma câmara de Neubauer, também conhecida como 
Hemacitômetro ou Câmara de Contagem. 
FIGURA 4: Área e volume do quadrado de contagem. 
 
Fonte: (VIERA, 2000) 
Cada câmara possui nove quadrados de contagem, cada um com 1mm2 de 
área, resultando em uma área total de 9 mm2. Na Figura 4, cada milímetro quadrado 
está dividido em 16 quadrados de 1/16 mm2, exceto quatro laterais. O da área 
central, número 5, está dividido em 25 quadrados de 1/25 mm2 sendo cada um 
destes, subdivididos em 16 quadradinhos de 1/1400 mm2, totalizando quatrocentos 
quadradinhos na área central (STREMEL, 2013, p.49). 
 (02) 
Onde [N] = média das células contadas nos 16 quadrados menores presentes 





FIGURA 5: Kluyveromyces marxianus CCT 4086 em câmara de Neubauer vista 
em um microscópio ótico em aumento de 40 X.  
 
Fonte: Elaboração do autor, 2013. 
3.4.2 Análise espectrofotométrica da Densidade Óptica (D.O.) de uma cultura 
microbiana 
A avaliação da turbidez de uma cultura microbiana constitui um método 
rápido, embora indireto, de estimar a concentração celular. Um feixe de luz focado 
numa suspensão microbiana é parcialmente desviado (dispersão da luz) pelas 
células, e a percentagem de luz não desviada (transmitância, T) é medida por 
recurso de um espectrofotômetro. A quantidade de luz que atravessa a suspensão 
celular depende da concentração de células na suspensão e do tamanho destas, do 
comprimento de onda e da intensidade (I0) da luz incidente e do diâmetro do tubo 
que contém a suspensão celular. A Densidade Óptica (D.O.) da cultura corresponde 
à absorbância, que é determinada com base na expressão D.O = log (I0/I), onde Io é 
a intensidade da luz incidente e I é a intensidade da luz transmitida através da 
suspensão de células. Comprimentos de onda frequentemente usados para medição 
da Densidade Óptica de suspensões de células de bactérias ou leveduras incluem 
540, 600, 640 ou 660 nm. Existe, dentro de certos limites, uma relação linear entre a 
absorbância ou D.O. da cultura e o número total de células por mililitro de 
suspensão, ou seja a concentração celular. Contudo, para suspensões celulares 
muito densas (por exemplo, com D.O.560 superior a 0,4) é frequentemente 
necessário diluir as culturas de modo a que todos os valores de D.O. medidos 




Este método não permite distinguir entre células viáveis e células mortas e 
não permite obter diretamente valores absolutos da concentração de células, sendo 
especialmente utilizado quando se pretende confirmar se uma dada cultura se 
encontra em crescimento ou para acompanhar o crescimento microbiano com base 
no aumento da D.O. medida a um comprimento de onda particular 
A curva de calibração relaciona densidade ótica (D.O.) à medida de massa. 
Tal curva pode ser não linear a altos valores de D.O > 0,3 e depende da extensão do 
estado fisiológico da célula.  
Na Figura 6, pode-se observar o crescimento celular em efluente da água de 
maceração do arroz e meios sintéticos medido em termos de densidade ótica (D.O). 
Este procedimento facilita a determinação da velocidade específica constante (µ i) 
para cada cultivo, durante a fase exponencial para um sistema batelada Para isto, 
admite-se que as concentrações celulares proporcionais à D.O. Os parâmetros µi 
são constantes durante a fase exponencial e independentes da concentração de 
substrato, são importantes para identificar o comportamento da população da 
biomassa durante o crescimento exponencial. Dependendo das condições 
nutricionais estes parâmetros podem variar consideravelmente indicando o potencial 
do nutriente para o crescimento. 
FIGURA 6: Crescimento experimental de Bacilus subtilis PR 29 em meio sintético 
(BHI) e semissintético (BHI) 
 




3.4.3 Estimativa da biomassa seca 
Envolve a pesagem das células microbianas. Corresponde frequentemente à 
determinação do peso seco das células presentes num determinado volume de 
cultura. As células são filtradas ou centrifugadas, lavadas e secas numa estufa 
(usualmente a 80ºC) até peso constante. Este processo é moroso. É usado em 
circunstâncias específicas, como por exemplo, quando se pretende obter o 
rendimento em biomassa do crescimento.  
3.5 FERMENTAÇÃO 
No caso da hidrólise ácida, tentativas a baixa temperatura resultaram 
dificuldade na conversão da lactose em glicose e galactose, optando-se por 
condições mais severas a tempos curtos: Rotas 1, 2 e 3, Tabelas 4, 5 e 6. Após a 
hidrólise de amostras de soro em pó ou líquido, corrigiu-se o pH para 4,8 e 
adicionou-se  nutrientes para fermentação com S. cerevisiae a 10% em base seca.  
No caso da Rota 4 Tabela 7, inoculou-se em torno de 10 ml de solução repicada e 
previamente adaptada de Kluyveromyces marxianus CCT 4086 em solução de 
lactose P.A. Na Rotas 5 Tabela 8, utilizou-se uma co-cultura de leveduras, visando 
eliminar o problema da inibição da enzima lactase pela glicose e também da 
levedura Kluyveromyces pelo etanol. Na Rota 6 Tabela 9, após centrifugação do 
fermentado, reutilizou-se a co cultura da Rota 5 
 Monitorou-se para as Rotas 1 a 4 a evolução da formação de CO2 e perda de 
massa do sistema. Uma vez que as condições iniciais eram conhecidas, e com base 
na estequiometria da reação, determinou-se a conversão da lactose em etanol. 
Para as Rotas 5 e 6, Tabelas 8 e 9, como o desempenho para as co-culturas 
foi superior, optou-se por determinar com mais precisão as conversões de substrato, 
produção de etanol e crescimento, através de curvas de calibração ART e células. 
Os processos de produção de etanol a partir da lactose envolveram a 
execução de seis rotas, três rotas empregaram Sacharomyces cerevisiae comercial 
a 10% em base seca, a quarta rota utilizou a levedura Kluyveromyces marxianus. 
Nas três primeiras rotas, desenvolveu-se hidrólise ácida com temperatura controlada 
de 150° C em bloco digestor com pH em torno de 1 a 2. Posteriormente as amostras 




antes da fermentação os meios foram supridos com sais minerais e extratos 
proteicos, de acordo com formulações estabelecidas para fermentação submersa 
com Saccharomyces cerevisiae (PULITANO, 1990) visando acelerar o metabolismo 
celular. As Tabelas 4 a 9 trazem uma síntese das rotas desenvolvidas. 
TABELA 4 - Rota1: proposta para conversão de lactose em etanol a partir do soro 
em pó- 60 g L-1 
Pré Tratamento Químico com HCl e fermentação convencional 
Matéria prima Soro em pó 
Hidrólise Acidificação até pH 1 a 2 com H2SO4; 5 min. a 150º C 
Correção de pH Até 4,8 
Correção do meio Micronutrientes e extrato de proteína 
Microrganismo Levedura de panificação 
Condição Operacional Temperatura de 32º C e tempo de 42,5 horas 
Fonte: Elaboração do autor, 2013. 
TABELA 5 - Rota 2: proposta para conversão de lactose em etanol a partir do 
lactose P.A.- 50 g L-1 
Pré Tratamento Químico com HCl e fermentação convencional 
Matéria prima Lactose P.A. 
Hidrólise Acidificação até pH 1 ou 2 com H2SO4; 5 min. a 150º C 
Correção de pH Até 4,5  
Correção do meio Micronutrientes e extrato de proteína 
Microrganismo Levedura de panificação 
Condição Operacional Temperatura de 32º C e tempo de 26 horas 
Fonte: Elaboração do autor, 2013. 
TABELA 6 - Rota 3 para conversão da lactose em etanol a partir de pó diluído - 150 
g L-1 
Pré Tratamento Química com HCl e fermentação convencional 
Matéria prima Soro em pó diluído a 50 g L
-1
 
Hidrólise Acidificação até pH 1 ou 2 H2SO4; 4 min a 150º C 
Correção de pH Até 4,5 
Correção do meio Micronutrientes e extrato de proteína 
Microrganismo Levedura de panificação 
Condição Operacional Temperatura de 32º C e tempo de 24,5 horas 





TABELA 7- Rota 4 para conversão da lactose em etanol a partir da lactose P.A. - 50 
g L-1 
Pré Tratamento Não há 
Matéria prima Lactose P.A. diluída a 50 g L
-1 
Correção de pH Até 6,0 
Correção do meio Micronutrientes e extrato de proteína 
Microrganismo Kluyveromyces marxianus 
Condição Operacional Temperatura de 32º C e tempo de 46,5 horas 
Fonte: Elaboração do autor, 2013. 
TABELA 8 - Rota 5 para fermentação do soro em etanol a partir de co-culturas de 
leveduras 
Pré Tratamento Autoclavagem 121º C 
Matéria prima Soro liquido, 12,8 ºBRIX, 86,7 g L
-1  
Correção de pH Até 4,8 
Correção do meio Micronutrientes e extrato de proteína 
Microrganismo Kluyveromyces marxianus e levedura de panificação 
Condição Operacional Temperatura de 40º C e tempo de 29,5 horas 
Fonte: Elaboração do autor, 2013. 
TABELA 9 - Rota 6 para fermentação do soro em etanol a partir de co-culturas de 
leveduras 
Pré Tratamento Autoclavagem a 121º C 
Matéria prima Soro liquido, 12,6 ºBRIX, 79,5 g L
-1  
Correção de pH Até 4,8  
Correção do meio Micronutrientes e extrato de proteína 
Microrganismo Kluyveromyces marxianus e levedura de panificação 
Condição Operacional Temperatura de 40º C e tempo de 21,5 horas 










3.6 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE ETANOL 
3.6.1 Procedimento experimental 
O etanol foi determinado após destilação e determinação da densidade a 20o 
C, seguindo a metodologia do Manual do Instituto Adolf Lutz (LUTZ, 2008, p. 413). 
Um conjunto de destilação foi montado, acoplando-se um balão de destilação com 
boca esmerilhada a um aparelho de Soxhlet e este conectado a um condensador de 
bolas (Figura 7). A temperatura do vapor foi controlada em torno de 70 a 80o C 
através de um termômetro adaptado no aparelho e o aquecimento ocorreu de forma 
manual regulando-se uma manta de aquecimento no seu máximo durante a 
evaporação e condensação na faixa de temperatura desejada. 
FIGURA 7: Destilador adaptado para determinação do teor de etanol e concentração 
na amostra fermentada. 
 




3.6.2 Procedimento de cálculo para determinação da concentração de etanol 
O volume do destilado foi coletado destilando-se em torno de ¾ do 
fermentado e o valor final foi medido com precisão. O destilado foi submetido a um 
controle de temperatura a 20o C em um banho de gelo e água e determinado a sua 
densidade relativa, utilizando-se o volume através de uma micropipeta calibrada e a 
massa em uma balança analítica com precisão de 0,0001 g.  
O valor de n1 é uma relação de massas específicas em g ml
-1. Como a massa 
específica da água a 20o C é 1 g ml-1, praticamente, ao se determinar a massa 
específica do destilado, fornece-se diretamente o valor da densidade, Equação 03. 
 (03) 
Conhecendo-se n1, obtém-se o valor de %Va na Tabela A3, Anexo 1 e 
calcula-se o volume de álcool puro Va (ml) pela Equação 04. 
 
(04) 
De posse da massa específica do etanol puro, Equação 05 e do volume de 




Finalmente, a concentração de etanol é encontrada, dividindo-se a massa de 











4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
4.1 CURVA DE CALIBRAÇÃO DESENVOLVIDA PARA O MONITORAMENTO 
CELULAR DURANTE A FERMENTAÇÃO DA LACTOSE. 
Para avaliação da biomassa, primeiramente desenvolveu-se uma curva de 
calibração celular, este procedimento envolve o preparo de uma solução de 2 g L-1 
de levedura comercial e diluições sucessivas, para posterior leitura em 
espectrofotômetro a 660 nm. As concentrações são plotadas contra a absorbância e 
os dados são ajustados a um modelo linear para posterior utilização, Figura 8. 
Somente para a fermentação das Rotas 5 e 6 procurou-se avaliar o crescimento 
celular através da absorbância, para isto procedeu-se à centrifugação das amostras 
coletando-se dois eppendorf e centrifugando-se a 7.500 rpm durante 2 min. O 
sobrenadante era utilizado para determinação de ART pela Equação (01), enquanto 
o precipitado era diluído em água destilada e o volume completado para 10 ml em 
balões volumétricos calibrados. Após homogeneização, amostras de 2 ml eram lidas 
contra o branco (água destilada) em espectrofotômetro e a concentração celular 
determinada com a equação linear obtida na Figura 8.  
FIGURA 8 - Curva de calibração obtida com células de levedura. 
 








4.2 RESULTADOS DO CULTIVO DO INÓCULO 
No procedimento para propagação do inóculo de Kluveromyces marxianus, a 
primeira etapa envolveu tubos preparados com lactose P.A. e nutrientes, cultivados 
em estufa. A contagem inicial em câmara foi de 5,95x106 células ml-1. Após 9 dias de 
fermentação em tubos, o crescimento médio passou para 16,95x106 células ml-1. 
Dois mililitros desta cultura foram utilizados para 50 ml de fermentação, 
posteriormente o meio foi centrifugado e as células separadas para nova 
fermentação. Este procedimento também foi importante para verificar que o meio 
nutricional contribuiu pouco para um crescimento exponencial e mostra uma 
dinâmica lenta do fungo, requerendo outras alternativas para produção de um 
inóculo satisfatório para o processo. 
4.3 DESEMPENHO PARA ROTAS UTILIZANDO HIDRÓLISE ÁCIDA 
Para o caso da Rota 1, Figura 9, se considerando um crescimento associado 
a produção de etanol, verifica-se uma fermentação lenta, por 20 horas e com  
tendência a uma fase exponencial pequena das 20 até as 28 horas de reação, esta 
fase exponencial foi favorecida pela agitação intensa do processo em condição de 
anaerobiose e liberação do CO2 acumulado, favorecendo a transferência de massa.  
FIGURA 9 - Fermentação com S. cerevisiae após hidrólise ácida de soro líquido. 
 


































No caso do processo mostrado na Figura 9, o desempenho poderia ser 
melhorado, aumentando o tempo de hidrólise ácida, a correção de nutrientes e a 
agitação para aumentar a velocidade de reação. 
Para a Rota 2, Figura 10, os resultados foram semelhantes com o da Rota 1, 
novamente, com uma tendência lenta no metabolismo de conversão de substrato e 
formação de produtos, neste caso o desempenho foi pior, mostrando que há uma 
limitação na hidrólise ácida, a sugestão seria melhorar a hidrólise aumentando o 
tempo a altas temperaturas, aumentar o suprimento de nutrientes para acelerar a 
fase inicial e diminuir a fase lag  implementando maior agitação. 
FIGURA 10 - Fermentação com S. cerevisiae após hidrólise ácida de uma solução 
de lactose P.A.  
 
Fonte: Elaboração do autor, 2013. 
Situação semelhante a das Rotas 1 e 2 pode ser observada com a Rota 3, 
Figura 11. Se admitirmos crescimento associado à formação de produtos, neste 
caso, é nítida a fase lag observada de quase 4 horas, com posterior fase de 
aceleração. Neste caso o soro em pó apresenta maior quantidade de nutrientes do 
que a lactose, favorecendo uma aceleração no metabolismo. O decréscimo da 
velocidade de conversão pode ser explicado pela redução de concentração de 
lactose, ou da fonte de carbono. Uma vez que a velocidade de reação depende da 
concentração de substrato é natural que fases menos acentuadas ocorram após a 





































FIGURA 11: Fermentação com S. cerevisiae após hidrólise ácida de uma solução de 
soro em pó. 
 
Fonte: Elaboração do autor, 2013. 
4.4 DESEMPENHO PARA ROTAS UTILIZANDO Kluyveromyces 
Na Figura 12 verifica-se ausência de fase lag e um comportamento lento para 
a conversão, consequência da baixa velocidade de crescimento celular. Apesar da 
reação ser lenta, a conversão é satisfatória a períodos longos. Pode-se reduzir este 
tempo e melhorar a velocidade de reação, aumentando a concentração do inóculo 
inicial e aspectos nutricionais, aliando a presença de outra levedura com melhor 
capacidade de fermentação e menor inibição pelo etanol. 
FIGURA 12: Fermentação com Kluyveromyces marxianus, evolução do processo foi 
determinado em função da conversão da lactose.  
 



































































4.5 DESEMPENHO PARA ROTAS UTILIZANDO CO-CULTURAS 
As Figuras 13 e 14 mostram o desempenho de uma co-cultura de duas 
espécies de leveduras fermentando simultaneamente. Neste caso o objetivo foi 
desenvolver o processo em condições de menor inibição da enzima lactase, 
produzida pela Kluveromyces, já que a glicose, pode reprimir a reação de hidrólise. 
Os perfis de Biomassa seca ao longo do tempo foram obtidos de acordo com o 
procedimento descrito em 4.1, enquanto os perfis de açúcares redutores pelo 
método DNS, Equação 01. 
FIGURA 13 Desempenho da Rota 5: fermentação com Kluyveromyces marxianus e 
Saccharomyces cerevisae de acordo com a Tabela 5. Perfil de etanol calculado.  
 
Fonte: Elaboração do autor, 2013. 
O fator de rendimento em etanol foi obtido de acordo com o descrito no item 
4.5.1 e assim foi possível ajustar os perfis das Figuras 13 e 14. Observa-se que o 
comportamento celular é muito parecido com o perfil da concentração de etanol, isto 
ocorre, porque considerou-se um crescimento associado e relações lineares para a 
determinação do etanol ao longo do tempo. Os resultados teóricos e experimentais 
são muitos satisfatórios se considerando trabalhos da literatura envolvendo processo 
enzimático com levedura Saccharomyces cerevisiae, onde em Andrade (2005) 


















































FIGURA 14 - Desempenho da rota 6: fermentação com Kluyveromyces marxianus e 
Saccharomyces cerevisiae de acordo com a Tabela 6. Perfil de etanol calculado.  
 
Fonte: Elaboração do autor, 2013 
4.5.1 Determinação do fator de conversão etanol-substrato 
O fator de conversão YPS foi determinado com os dados iniciais e finais de 









4.5.2 Determinação do fator de conversão microrganismo-substrato. 
O fator de conversão YXS foi determinado ajustando um modelo linear da 
concentração de células pela concentração de substrato em diferentes tempos do 
processo. Este valor é importante para comparar com dados da literatura visando 


























































a partir da Equação 10, obtém-se o modelo linear: 
 (12) 
 
Pode-se observar que a Equação 11 tem coeficiente angular negativo quando 
plota-se . O valor de  é obtido procedendo-se a um ajuste pelos 
mínimos quadrados, Figuras 15 e 16. 
A Equação de obtida acima permite calcular a concentração de 
célula ao longo do tempo, conhecendo-se o valor de ART inicial e o consumido 
instantaneamente. Neste caso admite-se que o fator de conversão celular é 
aproximadamente constante e válido para um processo em que o consumo de 
substrato contribui para o crescimento celular de forma associada. No caso da 
Figura 15, YXS=0,006 g célula g
-1 ART e Figura 16, YXS=0,005 g célula g
-1ART. 
FIGURA 15 - Estimativa de  para o processo de fermentação com S0 =86 g L
-1 
 
Fonte: Elaboração do autor, 2013. 
 






















Fonte: Elaboração do autor, 2013. 
4.5.3 Rendimento e produtividade 
Para o cálculo da produtividade e rendimento e foram utilizadas as Equações 







O valor de 0,5368 refere-se ao valor teórico para a conversão da lactose a 
etanol, como apresenta a Equação 15. 
 (15) 
TABELA 10 - Desempenho do rendimento, produtividade e concentração para co-
culturas e comparação com dados da Literatura (Andrade, 2005) para 60 g L-1.  
Desempenho Rota 5 Rota 6 Literatura 
Rendimento 65% 72% 77 a 93% 
Produtividade 0,96 g L-1h 1,34 g L-1 h 1,43 a 2,85 g L-1 h 
Concentração 28 g L-1 29 g L-1 18 a 30 g L-1 
Fonte: Elaboração do autor, 2013. 


















4.5.4 Avaliação econômica do potencial de produção de álcool de segunda geração 
A importância na produção de etanol a partir do soro, passa pela questão de 
se utilizar um resíduo ao invés de um produto alimentício, ou nobre, sendo assim, 
apesar do custo significativo de produção, a avaliação econômica pode ser 
aprimorada com melhorias das condições de conversão, produtividade, rendimento, 
além das oportunidades de tecnologias que empreguem o soro hidrolisado na 
preparação de meios de fermentação para correção de mostos. 
Aqui pretende-se avaliar o custo de produção e as possibilidades de lucro 
para pequenas produções com excedente deste produto.  
Fez-se um levantamento das necessidades de implantação de uma unidade 
de produção de 150 m2, com um laboratório de microbiologia e controle de qualidade 
acoplado, além dos equipamentos para o desenvolvimento de uma unidade de 
produção de álcool com uma produção semanal de 450 litros de álcool a 82%, o que 
daria em torno de 1.800 litros por mês. Isto consumiria apenas 17.000 litros de soro 
puro por semana, que deve ainda ser reduzido em 50% em um processo de 
evaporação para concentração em torno de 60 a 100 g L-1 de lactose. Devido à 
capacidade de fermentação, seriam possíveis em torno de 3 fermentações por 
semana, o que traria uma demanda de pelo menos 4 dornas de 5.000 litros e uma 
dorna de 100 litros para o preparo do _noculo, Tabela A1. 
Na Tabela A2, observa-se o lucro somente da produção de álcool se não 
fosse vender o soro de processamento, o valor de R$ 1.560,00 quase não justifica a 













O desempenho das rotas que empregaram hidrólise ácida permitiram mostrar 
que o tempo de hidrólise é um fator a ser otimizado. Neste caso aliando-se o 
aspecto nutricional pode-se levar a maiores velocidades de reações e finalmente a 
conversões próximas a 100%, no entanto, em termos de processo, a produtividade 
de todas as etapas seria baixa se comparado a outras alternativas que não 
empregam rotas químicas. A utilização de leveduras que fermentam diretamente a 
lactose permite altas conversões e produtividades. Resultados mostraram que se 
bem adaptadas e com concentrações adequadas, leveduras do gênero 
Kluyveromyces são adequadas para o processamento, possibilitando ainda que co-
culturas não sintam tanto o processo de inibição pelo etanol. Quanto à implantação 
de uma unidade de produção, o alto custo da mesma mostra que estudos de 
viabilidade técnica e econômica são um desafio, isto se deve a baixas 
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TABELA A1 - Simulação de custos e lucros para uma planta com laboratório 
MATERIAL DE CONSUMO Justificativa Valor  Unitário Unidades Valor Dolar Valot Total
Reagentes, microorganismos, padrões 10.000,00R$      
Micropipetas, Dispensadores, Buretas, etc 5.000,00R$        
Bibliografia 5.000,00R$        
Subtotal1 20.000,00R$      
PLANTA DE PRODUÇÃO Justificativa Valor  Unitário Unidades Valor Dolar Valot Total
100 M2  de área de construção civil
ar, água, energia, bancadas,
divisórias, acabamento,
mobiliário básico
1.500,00R$            100 150.000,00R$    
HPLC, Espectrofotômetro Análises não destrutivas 72.000,00R$           1 2,2 158.400,00R$    
Moinho, Centrifuga, Estufa, etc 50.000,00R$           1 2,2 110.000,00R$    
Deionizador, Refrigerador, liofilizador 100.000,00R$         1 100.000,00R$    
Biorreatores e shakers, BOD´S, autoclaves 150.000,00R$         1 150.000,00R$    
Capela de fluxo laminar e capela com exaustão 60.000,00R$           1 60.000,00R$      
Microscópio com câmera acoplada 10.000,00R$           1 10.000,00R$      
Computador, Impressora, móveis 10.000,00R$           1 10.000,00R$      
Laboratório de Microbiologia e Preparo de Meios
Propagação de inóculo e
preparo meio 200.000,00R$         1 200.000,00R$    
Fermentador de 100L 20.000,00R$           1 200.000,00R$    
Fermentadores de 5000L 45.000,00R$           4 180.000,00R$    
Sistema de Instrumentação 19.000,00R$           1 19.000,00R$      
Caldeira e Transmissão de vapor 60.000,00R$           1 60.000,00R$      
Sistema de ar comprimido 60.000,00R$           1 60.000,00R$      
Centrifuga 150 a 600L 1.000.000,00R$  
Evaporador a Vácuo
Tubulações inox, bombas, instalações eléticas e hidraulicas 500.000,00R$         1 500.000,00R$    
Trocadores de calor e recuperação de água redução de energia na caldeira 100.000,00R$         1 100.000,00R$    
Subtotal2 4800 2.319.000,00R$  
RECEITA COM SUBPRODUTOS Justificativa Valor  Unitário(R$) Unidades Valor Dolar Valot Total
Álcool a 82%( 8400L soro por semana fermentado), 17 000 
Litros de soro diluido ou 17000 L de soro diluído
450 L de destilado/semana
R$ 2,00 1800 3.600,00R$        
Soro excedente (200000 litros por semana) R$ 0,03 732000 21.960,00R$      
Subtotal3 25.560,00R$      
RESUMO DOS CUSTOS VALOR TOTAL  
MATERIAL DE CONSUMO 20.000,00R$                           
PLANTA DE PRODUÇÃO 2.319.000,00R$                      
RECEITA COM SUBPRODUTOS 25.560,00R$                           
Receitas - Despesas 2.339.000,00-R$                      
Desenvolvimento de pesquisa






TABELA A2 - Lucro somente da venda do álcool em relação ao soro. 
RECEITA COM SUBPRODUTOS Justificativa Valor  Unitário(R$) Unidades Valot Total
Álcool a 82%( 8400L soro por semana fermentado), 17 000 
Litros de soro diluido ou 17000 L de soro diluído
450 L de destilado/semana
R$ 2,00 1800 3.600,00R$        
Soro para processamento de álcool (17000 litros por semana) R$ 0,03 68000 2.040,00R$        
Lucro mensal adicional 1.560,00R$        











TABELA A3 – Porcentagem de álcool em volume a 20o C(%v/v) correspondente à 
densidade relativa 
 
   Fonte: (LUTZ, 2008, p. 413) 
 
